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DoppelatrSngige ttlbonuklelns&ure alt erhShter Wlrkaasdeeit la 
elnem. Organlasiu0 

Die Erfindung betrifft eine doppelstrSingige aue zwei Einzel- 
atrangen bestehende Ribonukleinsaure (dsRNA) tnit erhohter 
wirkaairilceit in. einem Organisrous, ein Verfahren zu deren ge- 
zielter Auswahl, ein dlese dsRMA enthaltendes Medikament ao- 
wie eine Verwendung elner solchen doppelstrSnglgen Ribonu- 
kleinsaure . 



Ea ist bekannt, dsRNA zur Hemmung der Expresaion eines 2iel- 
gens durch RNA.-Interf erenz einzusetzen. Bisher eingesetzte 
dslOTA war dabei von unterschiedlicher Wirksamkeit . Aua der WO 
02/44321 A2 ist ein Zusamraenhang zwischen der Wirksamkeit ei- 
15 ner daSlQV, deren LSnge und der Position und LSnge von tiber- 
hSngen aus ungepaarten NUkleotiden bekaxmt- Bel einem zwei 
Nukleotide langen Oberhang am 3'-Ende eines Strangs der daRMA 
wurde gefunden, dass ea fiar die Bffizienz beaondera gunatig 
ist, wenn daa vorletzte Nukleotid am 3'-Ende ein U ist. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist ee. ein Verfahren zur 
gezielten AuswahL einer eine erhohte Wirksamkeit in einem Or- 
ganiaraua aufweisenden dsRMA zur Hemraung der Expreaaion eines 
Zielgena durch RNA-Interf erenz, eine Verwendung einer solchen 
2S dsRNA, eine solche dsRMA und ein eine aolehe daRNA enthaltea- 
des Medikament bereitzustellen. 

Die Aufgabe wird durch die Merkmale der AnaprGche 1, lo, 19 
und. 20 gel6at. Zweckmafiige Ausgestaltungen ergeben sich aua 
30 den Merkmalen der Ansprilche 2 bis 9 und 11 bis is. 

Erfindungageraas ist ein Verfahren zur gezielten Auswahl einer 
ei-ne erh6hte Wirksamkeit aufweisenden doppelstrSngigen aua 
zwei Einzelstrangen beatehenden Ribonukleinsaure (dsRMA) zur 
3S Hemmung der Expression eines Zielgena durch RNA-Interferenz 
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vorgeaehen^ wobel die Sequenzen der Blnaelatr^nge der deRHA. 
so gewahlt werden, daes an beiden Enden der dsRNA jeweils das 
letzte koTnplementa.re NuJcleotidpaar G-C ist oder mindestens 
2wei der letzten vier komplemantaren Nukleotidpaare G-C-Paare 
5 sind, wobei die dsRNA am ersten Ende einen aus 1 bis 4 unge* 
paarten Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Oberhang auf- 
weist, wobei das aich direkt an das letzte komplewentare Nu- 
kleotidpaar anschliefiende ungepaarte KTukleotid des einzel- 
strangigen tJbergangs eine Purin-Base enthSlt, wobei die fol- 
io genden dsRN2^ ausgenommen sind: 



S«- GAG GAC cue GCC GCU GCA GAG C-3' (SEQ ID NO: 1) 
3'-CG QUC CUG GAG CGG CGA CGU CUQ G-S » (SEQ ID NO: 2), 



20 
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5'- CAA G6A GCA GGG ACA AGU UAC-3 ' (SEQ ID NO: IS) 
2S 3'-AA GUU ecu CGU CCC UGU UCA AUG-5 • (SEQ ID NO: 16) . 

"G" steht f^r ein Guanin, "C" fOr ein Cytosin, "A" fdr ein 
Adenin und "U" fxir ein Uracil jeweils als Base enthaltendes 
Nukleotid. Das "Verfahren zur gezielten Auswahl" urafasst auch 

30 ein "Verfahren zutn gezielten Auffinden" und ein "Verfahren 

2um gezielten Herstellen". Unter dem "Zielgen" wird im Allge- 
meinen der Abechnitc eines DNA-Strangs dear doppelstrangigen 
DMA in der Zelle verstanden, welcher komplementar zu einem 
Abechnitt dee anderen DNA-Strangs der doppelstrangigen DMA 

3S ist, der bei der Transkaription als Matrize dient. Der Ab- 
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schnitt UTTifaaet dabei alle transkribierten Bereiche. Bei dem 
Zielgen handelt es sich also im Allgemeinen um den Sinn- 
Strang- Eln Ann is inn -Strang der dsRNA kann eomit korr^lementar 
zu einem bei der Expression des Zielgene gebildeten RNA- 
S Transkript oder dessen Prozessierungsprodukt , wie z.B. einer 
mRKA, sein. Ein Sinn-Strang der dsRNA ist der zum Antisinn- 
Strang komplementare Strang der dsRNA. Eine dsRNA liegt vor, 
wenn die aus zwei Ribonukleinsdure-StrSngen bestehende Ribo- 
nukleinsaure eine doppelfitrSngige Struktur aufweist. Nichfe 
10 alle Nukleotide der dsRNA rnQseen Watson-Crick-Basenpaarungen 
aufweieen. Insbesondere einzelne nicht komplementare Basen- 
paare beeintrSchtigen die Wirkung der dsRNA bei der Express i- 
onshetranung durch KNA-Interferenz kaum oder gar nieht. 

IS Die Sequenzen der Einzelstr&nge der dsRNA konnen gewablt wer- 
den, indem innerhalb des zu hetnmenden Zielgene ein Bereich 
und dessen LSnge so gewShlt wird, dass eine dsRMA mit einem 
dazu korapleraentaren Strang die oben genannten Merkmale auf- 
weiet. Da einzelne nicht zum Zielgen komplement&re Nukleotide 

20 die RNA-Interferenz nicht verhindem^ ist es auch maglich, an 
den zum Zielgen komplementaren Bereich eines Strangs der 
dsRNA ein einzelnes oder einzelne Mukleotide anzuhangen oder 
einzelne Nukleotide in dem Strang zu ersetzen, um eine daRNA 
zu erhalten, welche die erf indungsgemas def inierten Merkmale 

25 aufweist . 

Bei der WO 02/44321 A2 ist es bei der Untersuchung der Wirk- 
samkeit aulSer Acht gelassen worden, dass die Wirksamkeit ei- 
ner daRN3v bei einer mediziniachen Anwendung in einem Organis- 

30 mus auch von deren Bioverfugbarkeit abhangig ist. Diese ist 
umao hoher, je stabiler die dsRNA im Blut ist und je langer 
sie aomit verfilgbar ist. Die Stabilitat von dsRNA im Blut 
wird vor allem durch deren Abbaubarkeit durch im Blut vorhan- 
dene Enzyme bestimmt, Oberraschenderweise hat sich gezeigt, 

35 dass diese Abbaubarkeit von den Seqaenzen der die dsRUA bil- 
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deaden Einzelatrange abhangig iat- Durch das erf IndungsgemaSe 
Verfahren wird eine dsRNA mit erhohter Stabilitat im Blut xand 
somit eirxer hohexen Bioverfugbarkeit als eine andere dsRNA 
ausgewahlt. Da die Stabilitat in Blut esqperimentell n^he- 
S rungaweise gemessen wird, indem man die Stabilitat im Serum, 
also in der von zellularen Bestandteilen und Gerinnixngsf akto- 
ren befreiten waserigen Phase des Blutes, bestimnit, wird die- 
se Stabilitat im Folgenden als Serums tabilitat bezeichnet. 
Diese Formulierung isc jedoch in keiner Weise limitierend. 

10 

Die Formulierung "eine doppelstrangige aus zwei BinzelstrSn- 
gen bestehende Ribonukleinsaure" , bedeuCet bier, dass es aich 
nicht urn einen teilweise aelbst-aseoziierten Binzelstrang 
(stem-loop) handelt. Eine Verkniipfung zwischen den Einzel- 

15 strangen iat durch diese Formulierung jedoch nicht ausge- 

schlossen. Die beiden Ribonukleinsaure-Einzeletrange konnen, 
2.B- ijbeT eine oder vorzugsweise mehrere chemische VerJcnttp- 
fungen, verbunden sein. Dadurch kann die Stabilitat der daRNA 
weiter erhoht werden- Beispielsweise kann das 5»-Ende des An- 

20 tisinn-Strangs Gber einen Hexa- ethyl englycol- Linker mit dem 
3'-Ende des Sinn-Strangs verbunden sein. Dem Fachmann sind 
viele Moglichkeiten einer solchen Verbindung zur weiteren 
Stabilisierung der dsRNA bekannt. 

25 Die chemische Verknflpfung wird zweckmaSigerweise durch eine 
kovalente oder ionische Bindimg, eine Wasserstof fbriickenbin- 
dung, hydrophobe Wechselwirkungen^ vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Stapelxmgswechselwirkungen, oder durch Metall- 
lonenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders 

30 vorteilhaften Ausgestaltungsmerkmal an mindestens einem, vor- 
zugsweiee an beiden, Bnde/n hergestellt werden^ 

Es hat aich weiter als vorteilhaft erwiesen, dass die chemi- 
sche Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbindungsgrup- 
35 pen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise 
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Poly- (oxyphosphinicooxy- 1 , 3 -propandiol) - und/oder Polyethy- 
lenglycol-Ketten sind- Die chemische Verknxipfung kann auch 
durch in der doppeletrSngigen Struktur ana telle von Purinen 
eingefuhrte Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil iat es 
S femer, wiann die chemische Verknupfung durch in der doppel- 
strSngigen Struktur eingefiihrte . Azabenzoleiiaheiten gebildet 
wird. Sie kann aulSerdem durch. in der doppelstrangigen Struk- 
tur anstelle von Nukleotiden eingefuhrte verzweigte NUkleoti- 
danaloga gebildet werden- 

10 

Es hat aich als jzweckmafiig erwieaen, zur Herstellung der che- 
mischen Verknupfxang mindeetens eine der folgenden Gruppen zu 
benutzen: Methylenblau.- bifunktionelle Gruppen, vorzugewelee 
Bis- (2-ehlorethyl) -amin; N-acetyl-N^- (p-glyoxyl -benzoyl) 

15 cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer kann die chemische 
Verknfipfung durch an den Enden des doppelstrSngigen Bereichs 
angebrachte Thiophosphoryl -Gruppen gebildet werden. Vorzugs- 
weise wird die chemische Verknupfung an den Enden des doppel- 
strSngigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt . 

20 

Die chemische Verknupfung kann zweckmaBigerweise durch ultra- 
violettea Licht induziert werden. 

Die Nukleotide der dsRNA koimen modifiziert seirt. Dies wirkt 
25 einer Aktivierung einer von doppelstr^giger RNA abhangigen 
Proteinkinaae^ PKR, in der Zelle entgegen. Vorteilhaf terweise 
ist mindeatens eine 2 ' -Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
deRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische 
Gruppe, vorzugaweise eine 2 '-Amino- oder eine 2'- 
30 Methylgruppe, ersetzt. Mindeatens ein Nukleotid in mindeatens 
einem Strang der doppelstrangigen Struktur kann auch ein so 
genanntes "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch 
eine 2^-0, 4 ' -C-Methylenbrucke, chemisch modif izierten Zuk- 
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IS 



20 



25 



30 



3S 



kerring sein. Vorteilhaf terweise sind tnehrere Nukleotide 
" locked nueleot ide s " . 

Vom Schutzumfang ausgenommen eind dsRNAs, die bereits bekannt 
aind, ohne dasa deren Serums tabilitat, die damit verbuadene 
verbesserte Wirksamkeit oder ein Zuaamraenhang zwischen den 
Sequenzen ihrer Einzelstrtnge und der Seraunstabilitat bzw. 
Wirksacnkeit erkajmt worden ware. 

Der Vorteil dee erf indungsgemaSen Verfahrena besteht darin, 
dasa dadurch eine dsHMA bereitgeetellt warden kann, welche'in 
Blut verhaitnismaSig stabil ist und durch ihre ISngere Ver- 
filgharkeit eine hohere Wirksamkeit als andere dsRUAs auf- 
weist. Zur Erhohung der intrazelluiaren Wirksamkeit der dsRNA 
tragt weiterhin bei, dasa die dsRWA einen einzelstrtogigen 
Oberhang aufweist. 

Besondera stabil iet die dsRMA im Blut dadurch, dass das sich 
direkt an das letzte komplementare Miikleotidpaar anschliefien- 
de ungepaarte Mukleotid des einzelstrangigen tiberhangs eine 
Purin-Base enthSlt . Bei der Purin-Base kann es sich um Guanin 
Oder Adenin handeln. Das steht im Widerspruch zur Lehre aus 
der WO 02/44321 A2, daas es bei einem zwei -Nukleotide langen 
Oberhang am 3 ' -Ende einea Strangs der dsRNA besonders giinstlg 
1st, wenn das vorleczte Nukleotid am 3 • -Ende und somit das 
sich direkt an das letzte komplementare Mukleotidpaar an- 
schliefiende ungepaarte Nukleotid ein U, d.h. eine Pyrimidin- 
Baae, ist. 

Vorzugaweiae besteht der tiberhang nur aus einem oder zwei un'- 
gepaarten Nukleotiden. Bei einem aus mehr als einem NUkleotid 
bestehenden einzelstrangigen <]rberhang wird die Stabilitat 
weiterhin dadurch geateigert, dass der Oberhang zumindest zur 
Halfte aus Purin-Basen, insbeaondere G oder A, enthaltenden 
Mokleotiden gebildet ist. Besonders vorteilhaft ist es, wenn 
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der {Jberhang, insbesondere ausschliefilich, die Seguenz S'-OC- 
3 * aufvreist: . 

In einem bevorzugten Aus£{ihrungsbelapiel welst: die dsRN2^ an 
S einem tzweiten Ende keinen tlberhang auf . Dad\xrch wird die Sta- 
bilitat dieser dsRNA zusitzlich erhoht. 

Eine noch bessere WirksanUceit kombiniert: mit einer hohen Se- 
rumstabilitiLt wird erreicht, wenn das erste Bnde der daRNA. am 

10 3.' -Bnde eines Antlairni-Strangs der daSNA gelegen iet und das 
zweite Ende der dsRNA am 3 ' -Ende eines Sinn-Strangs der dsRNA 
gelegen ist* Die dsRNA weist dann nur an dam am 3 • -Ende dee 
Antisixin-Strangs gelegenen Ende einen einzelstrangigen tJber- 
hang auf, wShrend daa am 3 » -Ende des Sinn-Strangs der dsRMA 

IS gelegene Ende der dsRNA keinen Uberhang auf weist. 

WeiterhAn hat es sich als gilnstig im Bezug auf die Wirkaam- 
keit erwiesen, wenn ein zum Zielgen komplementarer Bereich 
des Antisinn-Strangs der dsRNA 20 bie 23, insbesondere 22, 
20 Nukleotide aufweiet* Weiterhin ist es vorteilhaft, wenn der 
Antisinn- Strang weniger als 30^ vorzugsweiae weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24^ Wukleotide auf weist. 

Gegenstand der Erfindung ist aufierdem eine doppelstrangige 
25 aua zwei Einzelstrangen bestehende RibonukleinaS^ure (dsRMA) 
zur Hemraung der Expression eines Zielgens durch RNA- 
Interferenz, wobei an beiden Enden der dsR2^ jeweils das 
letzte komplementaLra Nukleotidpaar G-C ist oder mindestens 
zwei der letzten vier komplementaren N\akleotidpaare G-C-Paare 
30 sind, wobei die dsRNA an einem ersten Ende einen aus 1 bis 4 
ungepaarten Nukleotiden gebildeten einzelatr&ngigen tSberhang 
auf weist, wobei dae aich direkt an das letzte komplementare 
Nukleotidpaar anacliliefiende ungepaarte Nukleotid des einzel- 
strangigen Ubergangs eine Pur in-Base enthalt, wobei die fol- 
35 genden dsRNAa ausgenommen sind: 
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S2: 5'- CAQ GAC CUC GCC GCU GCA 6AC C-3 ' (SEQ ID NO: 1) 
SI: 3'-C6 GUC CUG GAG CGG CGA CGU CUG G-S* (SEQ ID NO: 2) , 

S"- G ecu UUG UGG AAC UGU AC6 GCC-3 • (SEQ ID NO; 3) 
3"-UAC GGA AAC ACC UUG ACA UGC CQG-5' {SEQ ID NOs 4) , 

S'-CUU CUC CGC CUC ACA CCG CUG CAA-3 ' (SEQ ID NO: 5) 
3<-GAA GAG 6CG GAG UGU GGC GAC G -5' (SEQ ID NOi 6)',. 

S'- A CGG CUA GCU GUG AAA GGU CC-3' (SEQ ID NO: 13) 
31-AGU GCC GAU CGA CAC UUU CCA GG-5» (SEQ ID NO; 14) und 

5*- CAA GGA GCA GGG ACA AGU UAC-3* (SEQ ID NO: 15) 
3»-AA GUU ecu CGU CCC UGU UCA AUG-S« (SEQ ID NO: 16) . 

' Vorteilhaf te Ausgestaltungen der dsRNA ergeben alch aus den 
oben beschriebenen Merlcmalen. Weitierhin betrlfft die Erf in- 
dung die Vearwendung einer erf indungsgemS-lSen dsRNA aur Hetnmung 
der Eacpression eines 2ielgens durch RNA--Interf erenz, Insbe- 
sondere in vitro. Die Erfindung betrifft daruber hinaus ein 
Medi3cament zur Hemmimg der Expression eines Zielgens durch 
KNA-Interferenz^ wobei daa Medikament eine erf ind\ingsgem^&e 
doppelatrangigei aus zwei Binzelstringen bestehende, daRNA 
enthalt . 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines AusfOhrvmgsbei- 
spiels veranschaulicht . Bs zeigen: 

Pig. 1 eine gelelelctrophoretische Auftrennung einer erf in- 
dungsgemafien dsRNA ohne und nach 0, 15, 3 0 , 60, 
120 imd 240 min Inkubation in Serum, 
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Pig. 2 eine gelelektarophoretisehe Auftrennvuag einer weite- 
ren erf indungsgentSiSen dsRNA. ohne und nach 0, IS, 
30, 60, 120 und 240 min InJcuJbation in Serum und 

5 Fig. 3 eine gelelektrophoretische Auftreimung einer her- 
koramlichen dsRNA ohne und nach 0, 15, 30, 60, 120 
und 240 min InJcubation in Serum. 

RMA Svntheae; 

10 Binzelstrang-RNAs wurden durch Pestphaaenayntheee Tnifctele ei- 
nea Expedite 8909 Synthesizers (Applied Biosystems, Applera 
. Deutschland GmbH, Frankfurter Str. 129b, 64293 Darmstadt, 
Deutschland) hergestellt. Dazu bendtigce Standard Ribonukleo- 
sidphoaphoramidite xmd an CPG (Controlled Pore Glase) , einem 

IS porSsen Tragermaterial aus Qlas, imraobilisierte Nukleoaide 
wurden von der Pirma ChemGenes Corporation (Ashiand 
Technology Center, 200 Homer Avenue, Ashiand, MA 01721, USA) 
Oder der Firma Proligo Biochemie GmbH (Georg-Hyken-Str . 14, 
Hamburg, Deutschland) bezogen. Weitere Synthesereagenzien 

20 wurden von der Pirma Mallinekrodt Baker (Im Leuscfanerpark 4 
64347 Griesheira, Deutschland) bezogen. Rohe Syntheseprodukte 
wurden mitt els HPLC (System Gold, Beckraan Coulter GmbH, 85702 
UnterschleilSheim, Deutschland) fiber eine Anionenaustauscher- 
eaule (DNAPac. PA 100. Dionex GtnbH. Am W6rtzgarten 10, 65S10 

25 Idatein) gereinigt. Die erzielten Ausbeuten wurden durch UV 
Licht-Abaorption bei 260 nm bestimmt. 

Die in den Uiiterauchungen eingeaetzten dsRNAs wurden durch 3- 
minatigea Erhitzen aquimolarer Mengen einzelstrSngiger Sinn- 
30 und Antisinn-RNAe in Annealing- Puffer (100 mM UaCl, 20 iriM 

NajPOi, pH 6,8) auf 90 ± S»C und langsames AbkiShlen auf Raum- 
temperatur toer ca. 3 Stunden hergestellt. 



35 Gewinnung von humanem Serum: 
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Eine Blutprobe wurde zur Gerinnung sofort nach ihrer Bntnahtne 
in einem abgedunkeltisn Sammelr5hrchen (SST Vacutainer 3,5 ml- 
BD vacutainer Systems, Becton DicJcineon and Camp^y, Belliver 
Induatrial Estate, Plymouth PL6 7BP, Grofibritannien) ftlr 2 
5 Stionden bei 20 inkubiert . Danach wurde durch Zentirifugatl- 
on bei 4-C und 3 000 x g fOr IS Minuten (Megafuge l.O; 
Heraeua Inetruments, Kendro Laboratory Products, D- 3 7520 
Oaterode, Deutschland) Serum als Oberstand von agglutiniertem 
Blut getrennt, in sterile 1,5 ml ReaktionagefSfie (La Fontai- 
10 ne. International GmbH & Co. KG, Daimlers tr. 14, D-6a7S3 Wag- 
hausel-. Deutschland) iUaerftihrt und bei -20oc gelagert. 

Inkubation; 

Jeweils 60 t,l serum wurden in 1,5 ml Reaktionsgefafien auf Bis 
15 vorgelegt. Danach wurden jeweils 12 /xl elner 23 dsRNA-Lo- 
aung zugegeben und 5 Sekunden mittels eines Vort6x-Genie2 
(Scientific Industries Inc., Bohemia, N.Y. 117I6, USA) grOnd- 
lich gemiacht. Die dsRMA Konzentration betrug dann 4,16 ±n 
einem Volumen von 72 ;.l. Die Probea wurden in einen Heizblock 
bei 37»C fur IS, 30, 60, 120 und 240 Minuten inkubiert und 
anschlielSend sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren. 
Bine Probe wurde ohne Inkubation bei 37»c sofort nach Zugabe 
der dsRNA zum Serum in Stickstoff schockgefroren. Die Lage- 
rung erfolgte bei -ao «»c. 

daRMA- 1 aol 1 arn ir.^ ■ 

Alle zur Isolierung elngesetaten Reagenzien mit Ausnahme ei- 
ner Phenollosung wurden vor Gebrauch aterilf iltriert und auf 
Bis gekuhlt. 

.2iyfL-«°.J!£,9j3agf^^n Prober^ auf Eis gestellt, mit 
3e 450 ^tT exner 0,5 M Natrium-SKISHdlSslmr^Vetzr^'i^^^ 
dem Auftauen fQr S Sekunden grilndllch durchmischt. 
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Die Extraktion der dsRNA aua der Probenloeung erfolgte in 
Phase Lock-Gel -Reakcionsgefafien (Eppendorf AG, 22331 Hamburg, 
Deutschland) . Dazu wurden die Phase Lock-Gel -ReaktionsgefaSe 
zunachsc 2 min bei IS 100 x g und 4»C zentrifugieart und 
S auf Bis gestellt. AnschlielSend vmrden die Proben in die Phase 
Lock-Gel -Reakcionsgefafie tiberfOhrt und 500 fil Phenol : Chloro- 
form slsoamylalkohol-Mischung (Roti-Phenol, Carl Roth GmbH + 
Co., Schoemperlenstr. l-S, D-76ias Karlsruhe, Deutschland) 
und 300 /xl Chloroform augeaetzt. Die Proben wurden fiir 30 Se- 
10 kunden mittels eines IKA Vibraac VXR basic, Typ VX2E (IKA 
Works do Brasil Ltda, Taquora, RJ 22713-000. Brasilien) 
grflndlich durchmischt. Bine anschliefiende Phasentrennung er- 
folgte durch Zentrifugation bei 4*C und 16 100 x g ftlr IS 
min. Die obere wSssrige Phase wurde vorsichtig in ein neues 
IS steriles Reaktionagef aiS Qberfuhrt. AnschlielSend wurden 40 (il 
eisgekiihlter 3 M Natriuroacetat-Loaung (pH 5,2) zu der wSssri- 
gen Phase gegeben. Die resultierende LSsung wurde fOr 20 Se- 
kunden grflndlich gemlseht. Nach Zugabe von 1 fil Pellet Paint 
(NP Co-Precipitant; Movagen, 441 Charmony Drive, Madison WI 
53719, USA) wurde f<ir S Sekunden gemischt. Anschliefiend wurde 
1 ml eisgekiihltes Bthanol zugegeben und fHx 20 Sekunden ge- 
achiittelt. Zur Prazipitation der dsRNA wurde die t6aung fQr 
eine Stunde auf -SO^C gek^lt. 
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Die prazipitierte dsRNA wurde durch Zentrifugation bei 12 ooo 
X g ffir 30 min bei 4-c pelletiert, dann der Oberatand vor- 
sichtig abgekippt und das Pellet mit SOO fil eisgekOhltem 70* 
Bthanol (Mallinckrodt Baker B.V., 7400 AA. Deventer, Holland) 
gewaschen. Nach 2 Sekunden SchQtteln, wurde emeut bei 12 000 
X g und 4«c fiSr 10 min zentrifugiert und der tSberstand iiber 
der pelletierten dsRNA abgekippt. Die verbliebene Loaung wur« 
de durch Zentrlfugieren fiir 20 Sekunden bei 16 lOO x g und 
4»C am GefaiSboden gesatnmelt und abpipettiert . Die pelletierte 
dsRMA wurde bei geof fnetem Deckel und bei Raumtemperatur ffir 
35. 5 min getrocknet. 
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Die getrocknete dsRNA wurde in 30 nl Qelauftragungapuf fer (95 
% v/v Porraamid, 10 mM BDTX, 0,025 % w/v Xylencyanol, 0,025 % 
w/v Bromphenolblau) durch 2-minutiges griindliches Mischen ge- 
15st . 
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Analvae diireh d enaturierende Gelelektrophoreae ; 
Die Analyse der dsRNA erfolgte mittels denaturierender Poly- 
acrylamid Gelelekcrophorese in o,8 mm dieken und 200 x 280 mm 
grofien Gelen mit 8 M Hamstoff vmd 16 % v/v Formamid. 

Zusanimensetzung eines Gels (SO ml) ; 

24 g Hamatoff (^99.5% p. a.; Carl Roth GmbH + Co.. Schoem- 

perlenstr. i-s. D-7618S Karlsriahe, Deutsch- 
land) , 

18 ml Acrylamid (rotiphorese Gel 29:1 (40%) ; Carl Roth GmbH 

+ Co, Schoemperlenstr. l-S, D-76185 Karlsru- 
he, Deutschland) , 



5 ml 10 X TBB 



30 8 ml Formamid 



35 



SO 111 Temed 



(1 M Tris (Ultra Qualitat; Carl Roth GmbH + 
Co., Schoen^erlenstr. 1-5, 0-76185 Karlsru- 
he, Deutschland), IM Borsaure (99,8% p.a.; 
Carl Roth GmbH + Co., Schoemperlenstr . l-s, 
D-7618S Karlsruhe, Deutschland) , 25 mM EDTA 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH P.O. 1120, D- 
89552 Steinheim, Deutschland) in entioni- 
siertem Wasser) , 

(Merck- Schuchardt, D- 85662 Hohenbrunn, 
Deutschland) , 

(N,N,N« ,N' -Tetramethylethylendiamin) (Sigma- 
Aldrich Chemie GmbH P.O. 1120, D-895S2 ' 
Steinheim, Deutschland) und 
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200 Ml APS Ammonium Persulfat (lo % w/v) (Gibco BKl 

Life Technologies, Invitrogen GmbH, Techno- 
loglepaark Karlsmahe, Emmy-Moether-Str . lo, 
D-76131 Karlsruhe, Deutschland) . 

Wach dem Giefien dea Gela zwischen zwei Glasplatten und desaen 
Auapolymeriaieren ffir ea. 30 min wurde fur 30 min bei 45 mA 
(Stromquelle: Power PAC 3000; Bio Rad Laboratories, 2000 Al- 
fred Nobel Drive, Hferculea, CA 94547, USA) ein Vorlauf in ei- 
ner Gellaufapparatur durchgefilhrt . Als Qellaufpuffer wurde 1 
X TBB verwendet. Zur gleichmSfiigea Temperierung des Gels vmr- 
de eine 3 mm dicke Aluminiumplatte auf eine der Glaaplatten 
geklemmt . 

Die Proben wurden vor dem Auftrag auf s Gal fur S min auf 
lOCC erhitzt, auf Eia abgeachreckt und filr 20 Sekunden bei 
13 000 X g und 4»C abzentrif ugiert . 

von jeder Probe wurden lo ^1 aufgetragea. Zuaatzlich wurde 
exne nicht mit Serum inkubierte dsRNA-Probe (2 ^1 2S ^ daRNA 
m 10 til Gelauftragapuffer) aufgetragen. 

Die Elektrophoreae erfolgte fiir 90 min bei 4S mA. Abschlia- 
fiend wurde daa Gel fiir 30 min mit Stains all (40 mg atains 
all a-Ethyl-2- [3 (3-Ethylnaphtho[l,2-d]Thia2olin.2.Ylidene) - 
2 -Methylpropenyl] Naphcho- C1.2-dl Thiazolium Bromid) ; sigma- 
Aldrxch Che.ie GmbH P.O. 1120, 0-89552 Steinheim, De^traX " 
land) ^ 400 ml Pormamid (Merck- Schuchardt, D-8S662 Hohen- 
brunn. Deutschland) * 400 ml H.O) gefSrbt, und dann fto ca 
30 - 60 min im Wasaerbad entf^rbt. Die entfarbten Gela wurden 
mxttels exnea Potodokumentationsger^ta (Image Master VDS 

IT^T.^Tnt'^''^'^'' ^-pe GmbH, Munzin- 

ger Str 9, D.79111 Freiburg; by D & r. Israel) digitaliaiert 
und .uaat.lich i» Parbmodua geacannt (Scanner: UMaI P^werZk 
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1100; UMAX Technologies, Inc., 10460 Brockwood Rd,, Dallas, 
TX 75238 USA, Software: Adobe Photoshop Elements, Adobe Syl 
sterna Incorporated, 345 Park Avenue, San Jose, California 
95110-2704, USA) . 

Ergebniaae; 

Ea sind die folgenden dsRMAs verwendet worden: 

1. BCL20. deren Ant is inn- Strang SI zu einer Sequenz aus dem 
Sinn- Strang dea humanen bcl-2-Gen3 (Datenbank GenBank, Natio- 
nal Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 20892. USA, 
Eintragungsnumraer M13994) kon5>lementar ist: 

S2: 5'- GGC GAC UUC GCC GAG AUG UCC-3 • (SEQ ID NOr 7) 
IS SI: 3'-CG CCG CUQ AAG CGG CUC UAC AGG-5' (SEQ ID NO: 8) 

2. B133, deren Antiainn-Strang Sl 2u dem Sinn-Strang des 
hucnanen bel-2-Gens (GenBank. Eintragungsnummer M13994) kom- 
plementSir ist: 



S2: 5'- ACC GG6 CAU CUU CUC CUC CCA-3 ' (SEQ ID NO: 9) 
SI: 3'-CG UGG CCC GUA GAA GAG GAG GGU-S • (SEQ ID NO: 10) 



P3, deren Antiainn-Strang Sl zum Sinn-strang des humanen 
PLKl-Gens (GenBank, Eintragunganuwmer X7S932) konrplementlLr 



3 
P 

ist: 



S2: S'- GAU CAC CCU CCU UAA AUA UUU-3' (SEQ ID NO: 11) 
Sl: 3'-C6 CUA GUG QQA GQA AUU UAO AAA-5 • (SEQ ID NO: 12) 

Pig. 1 bis 3 zeigen jeweils von links nach rechts eine gele- 
lektrophoretische Auftreimung einer dsRNA ohne und nach 0 
IS, 30, 60, 120 und 240 Minuten Inkubation in Serum. Fig.'l 
zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der dsRNA BCL20 
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IS 

Pig, 2 diejenige der dsRNA B133 imd Fig. 3 diejenige der 
dsRNA P3. 

Pig. 1 zeigt, daes die dsRNA BCL20 wahrend der Inkubations- 
5 2eit kaum abgebaut wird. 

Aus Fig. 2 geht hervor, dass die dsRWA B133 etwas schneller 
abgebaut wird ale die. dsRMA BCL20. Das liegt daran, dasa hier 
das Jeweils letate komplementare Nukleotidpaar an beiden En- 
10 den der dsRNA nicht, wie es idealerweise der Fall ist, C-G 
iat. 

Bine hexk&Tnmliche dsKNA, wie beispielaweiae die in Fig. 3 
daargestellte dsRNA P3, wird naiiezu sofort in Serum abgebaut. 
XS Die dsRMA P3 weist nur an einem Ende der doppelstrangigen 
Struktur kotnplementare G^C Nukleotidpaare auf . 
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SEOUEIl^ZPROTOKOLL 



<110^ lU.bopbartna AG 

<12Q> Doppelstr&agige RibonuJclelnsaure mic erhohter Wlrksamkeit in einem 



Organlsmua 
<^I30> <!i33ai5EH 
<X60> 16 

<170:> Patentin vereion 3.1 



<2XQ> 1 

<211> 22 

20 <212> imA 

<2a3> KQnstliche Sequenz 



<220> 



30 let 



<223> Siim-Strang einer dsRNA, deren Antisian-Strang (SBQ ID NO- 2) 2U 



<400> 1 

caggaccueg eegcugcaga cc 

22 



tf210> 2 

<211> 24 

40 <212» SUA 

<213:» KO&atiliche Sequenz 



<220> 



Antioitin^Strang eiaer dsRNTA, der zu einer Sequenz aua dem Sinn- 
Strang des humanen Bcl-2-Qens komplementar iat. aem siim 



<400> 2 

ggucugcage ggcgagguec ugge 



24 

55 <210:> 3 
<211> 22 
<212> RNA 

60 
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<213> Kunstlichd Sequenz 
<£22D> 

<223> Sinn-Strang einer dsRHA, deren Antiainn-Strang (SEQ 10 NO: 4) su 
einez- Sequenz aU6 dem Slnn-Scrang dea liumanen Bcl-2-Getis kotnplemoxitar 
ion. 

geeuuugugg aacuguacgg ce 22 



15 <210> ' 4 
<211:> 24 
<212> SHA 

<:213^ XOnatliehd Sequens 



25 <220:> 



<223> totisinn-strang einer deWA, der zu elner Seguenz aus dem Sinn- 
Strang dea humanen Bcl«2-Gens komplement&r isc. 

30 <400> 4 

ggccguaeag uuccacaaag gcau 24 



<:210> 5 

«:211> 24 

<212> miA 

40 <213>- KOnsdiche Sequenz 



<220> 



<223> Sinn-strang einer daRKTA, deren AntisixuL-Strang (SEQ ID MO; 6) zu 
oiner Sequenz aua dem Sinn-Strang dea Proceinlcijaase C-Gens. Jcoinplemeatar 

SO <400> 5 

euucueegcc ucacaccgcu gcaa 24 



<210> € 

<211> 22 

<2X2^ ICNA 

6,0 <2I3> Kdnatliche Sequenz 
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<223> Ancisinn-strang einer dsRHA, der su eiaer Sequens au3 dem Sim- 
Strang dea Proteinkinaae C-Gens Jcomplecnencar iat. 

gcagcggugu gaggcggaga ag ^2 

^2102* 7 

<211^ 21 

^212> RNA 

<213&i Kanstllcha Sequenz 



<£220^ 

^2232- Slnn-Strang einer daJilffA, deren Antiainn-Strang (SEQ ID NO- a) zu 
exner Sequenz aua dem Sinn-Strang dea humanen Bcl-2:6enB koir^leiiienia^ 

<4C0> 7 

ggcgacruucg cegagauguc c 
3 0 21 

<2io> a 

<211> 23 
<212s» 5NA 

tf213> KOnatliche Sequenz 



<220> 



-4b Sian-Strang dea humanen bcl-2-Gexia komplementar iat? 



<400> 8 

ggacaucucg gcgaagucgc cgc 

<2lo> d 

<211t^ 21 

SS <2±2> RNA 

<:213> Kfinatlichc Scquenz 

60 
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<220> 



<223> Sxim-Strang einer dsRMA, deren itocisian-fitrang (SEQ ID MQi ID) au 
einer Seqruenz aua dem Slna-Strang des humanen bcl-S-Gens (GenBank. Bin- 
tragunganxunmer M13994) komplementar Ist. • 

accgggcaue uueueeucce a 



tf210> 10 

<211> 23 

15 <2±2> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 



<223> Anciainn-strang einer daRMA, der zu einer Sequenz aua dem sinn^ 
Strang dea humanen bcl-2-aona (GenBank, Blntragunganummer M13994) koraple- 



<400> 10 

ugggaggaga agaugeeegg ugc 23 



<210> 11 

<211> 21 

35 <212^ lOIA 

<213> Kx&natllche Sequenz 



<i220> 



<223> Slnn-strang einer daRMA, deren Ancislmt-Strang (SEQ TD NOs 12) zu 
einer Secjueaz aus dem Sinn-Strang dea humanen PLKl-Gena (QenBank. Eintra- 



^ -.^ -m ■ W Mib n ■ 'gj MB 

45 gunganummer X7S932) komplement&r 1st 



^400b. 11 

gaucaeeeue cuuaaauauu u 21 

<210> 12 

<s3ll> 23 

55 <212> lOflA 

<213> ICunatlicH& Seque&z 

60 <220> 
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<223> Antiainn-Strang einer dsHMA, der zu einer Sequenz aua dem Sinn- 
Strang dee humanen ^Iiici-Goas (Ge&Bank^ Eintragungsnununer X75993} komole- 
mentar ist. 

<4ao> 12 

aaauauuuaa ggagggugau cge 23 

<2X0> 13 

<21l> 21 

<212> RIOA 
15 <213> Hepatltla C virua 



10 



<400> 13 
20 acggcuagcu gugaaagguc c 



tf210> 14 

25 <211:> 23 

<212> filiZA 

<213> HepatiltiB C Virus 

30 



35 



40 



45 



50 



<400> 15 

eaaggageag- ggacaaguua c 



<210> 10 

<:211:» 23 

55 c212^ RKA 

<213> Homo eaplene 

60 <:400> 16 

guaacuuguc ecugcuccuu gaa 

d 3 3 11 S -Rlbo^hanna- an • 1 



2X 



<:400> 14 

ggaccrauuca cagcuagecg uga 23 

<:210ai 15 

<211> 21 
<:212> 

<213^ Homo sapiens 



21 



23 
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Pat:entanspruche 

1 . Verf ahren zur gezielten Auswahl einear eine erh6hiie WirJc- 
sainkeit aufweisenden doppelstrangigen aus zwe± Einzeletrangen 

5 bestehenden Ribonukleineaure (dsRNA) 2ur Hemmung der Egres- 
sion eines Zielgens durch RilA-Interfereiiz,. wobei die Sequen- 
zerx der Einzelstrange der dsRNA so gewahlt werden, dass an 
beiden Enden der dsRMA jeweils das letzte konqplementare Nu- 
kleotidpaar G-C ist oder mindestens. zwei der letzten vier 

10 komplementaren Nxjkleotidpaare G-C-Paare sind, wobei die dsRNA 
an einem erst en Ende einen aus 1 bis 4 ungepaarten MxjJdeoti- 
den gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist, wobei das 
aieh direkt an das letzte komplementare Nukleotidpaar an- 
achliefiende ungepaarte Nukleotid des einzelstrangigen Ober- 

IS gangs eine Purin-Base enthalt, wobei die folgenden dsRNAa 
auagenoTnmen sind: 

5?- CAG 6AC cue GCC GCU GCA GAG C-3 • (SEQ ID NO: 1) 
3>-CG GUC CU6 GAG CGG CXSA CGU CU6 G-S» (SEQ ID NO: 2) , 

20 

S'- G ecu UUG UGG AAC UGU ACG GCC-3 ' (SEQ ID NO: 3) 
3*-UAC G6A AAC ACC UUG ACA UGC CGG-5' (SEQ ID MO: 4), 

S'-CUU cue CGC cue ACA CCG CUG CAA-3* (SEQ ID NO: S) 
25 3'-GAA gag GCQ GAG UGU GGC GAC G -S • (SEft ID NO: £) , 

S'- A CGG CUA GCU GUG AAA QGU CC-3 ' (SEQ ID NO: 13) 
3«-AGU GCC. QAU CGA CAC UUU CCA GG-5« (SEQ ID NO: 14) und 

30 S'- CAA GGA GCA GGG ACA AGU UAC-3' (SEQ ID NO: 15) 
3'-AA GUU ecu CGU CCC UGU UCA AUG-S' (SEQ ID NO: IS) . 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, wobei die Purin-Base G oder A 
ist. 

3S 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. wobei der Oberhang aus 
1 Oder 2 ungepaarten Nukleotiden gebildet ist. 

4. Verfahren ixach einem der vorhergehenden Anspr^iche, wobei 
5 der einzelstrangige Cfberhang zumindest: zur Halfte aus Purin- 

Basen, Inabesondere G oder A, enthaltenden Niikleotiden gebil- 
det ist» 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprilche, wobei 
10 der (iberhang, inabesondere aueschliefilich, die Sequenz S'-GC- 

3 ' aufweifit . 

6. Verfahren nach eineni der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRMA an einem zweiten Ende keinen Uberhang aufweist. 

15 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei das erste Ende der dsRNA 
am 3'-finde eines Antisinn-Strangs der dsRNA gelegen ist und 
das zweite Ende der dsRNA am 3 • -Ende eines Sinn-Strangs der 
dsRNA gelegen ist. 

20 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anapriiche, wobei 
ein 2um 22ielgen komplementaarer Bereich des Antiainn-Strangs 
der dsRNA 20 bis 23, inabesondere 22, Niikleotide aufweist. 

25 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Antisinn-Strang weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besondere vorzugsweise 21 bis 24. KTukleotide aufweist. 

10. Doppelstrangige aus zwei Einzelstrangen bestehende Ribo- 
30 nukleinsaure (dsRMA) zur Hemmung der Expression eines Ziel- 
gens durch RNA-Interf erenz, wobei an beiden Bnden der dsRNA 
jeweils das letzte komplementare Nukleotidpaar G-C ist oder 
mindeetens zwei der letzten vier komplementaren Nukleotidpaa- 
re G-C-Paare sind, wobei die dsRNA an einem eraten Ende einen 
3S aus 1 bis 4 ungepaarten Nukleotiden gebildeten einzelstringi- 
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gen Oberhang aufwelat. wobei das axch direkt an das letzte 
koinplementare Nukleotldpaar anechliefiende ungepaarte Nukleo- 
tid des einzelstrSngigen tJberganga eine Purln-Base enthSlt, 
wobei die folgenden dsRNAe ausgefiommen sind; 

S 

5'- CAG QAC cue GCC GCU GCA 6AC C-3 • (SEQ ID NO; 1) 
3'-CG 6UC CU6 SAO CQQ CGA CGU CUQ G-S' (SEQ ID NO.' 2) , 

S'- G ecu UUG UGG AAC UQU ACQ GeC-3 • {SEQ ID NO: 3) 
10 3'-UAC GGA AAC ACC UUG ACA UGC CG6-S • (SEQ ID NO: 4) , 

S'-CUU cue CGC cue ACA CCG CUG CAA-3 • (SBQ ID NOs 5) 
3'-GAA GAG GCG GAG UGU GGC QAC G -S • (SBQ ID NO.- 6), 

IS S'- A CGG CUA GCU GUG AAA 6GU CC- 3 ' (SEQ ID NO- 13) 

3'-AGUr GCC QAU CGA CAC UUU CCA GG-5' (SEQ ID NO: 14) und 

5'- CAA GGA GCA GGQ. ACA AGU UAC-3' (SEQ ID NO: IS) 
3 ' -AA GUU ecu CGU CCC UGU UCA AUG-S- (SEQ ID NO: 16) . 



20 



11. DsRNA naeh Anspruch lo, wobei die " Purin-Base g oder A 
ist .. 

12. DSRNA nach Anapruch lo oder 11, wobei der Oberhang aus l 
25 Oder 2 ungepaarten Nukleotiden gebildet ist. 

13: DsRNA nach einem der Anspriche lo big 12, wobei der ein- 
zelstrangige t)berhang zuTnindeet zur Half te au3 Purin-Basen 
insbesondere G oder A. enthaltenden Nukleotiden gebildet ist. 

14. DSRNA nach einem der Anspr^iche 10 bis 13, wobei der fiber- 
hang, insbesondere ausschliefilich, die Sequenz S'-gc-S- auf- 
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10 



15 



20 



15. DsRNA nach elnem der AnsprQche lo bis 14, wobei die dsRNA 
an einem zweiten Ende keinen Oberhang aufweist. 

16. DsRMA nach Anapruch IS. wobei daa erste Ende der dsRMA am 
3 '-Ende eines Antialnn-Strangs der dsliNA und das zwelte Ende 
der dsRMA am 3 - -Ende einea Sinn-Strangs der dsRNA gelegen " 
ist. 
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17. DsRNA nach einem der Anepnaehe.io bis 16, wobei ein 
Zielgen komplementarer Bereich des Antisinn-Strangs der dsRNA 
20 bis 23, insbesondere 22, NuJcleotide aufweist. 

18. DsRNA nach einem der Anspruche lo bis 17, wobei der Anti- 
sinn-Strang weniger als 30, vorzugsweise weniger als 2S, be- 
sonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

19. Verwendung einer dsRMA nach einem der Ansprilche 10 bis 18 
2ur Hemmung der E3q>ression eines Zielgens durch RMA- 
Znterf erenz . 

20 . Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens 
durch RNA-Interferenz, wobei das Medikament eine doppelscrSn- 
gige aus zwei Einzelstrangen bestehende Ribonukleinsaure 
(dsHNA) nach einem der Anspriiche 10 bis la enthSlt. 
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Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 
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Zusammenfassung 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur gezielten Auswahl 
einer eine erhohte Wirksamkeit aufweiaenden doppelstrSjigigen 
aus zwei Einzelatrangen beatehenden Ribonukleinsaure (dsRMA) 
zur Hemmung der Expression einea Zielgens durch RMA-Interfe- 
renz, wobei die Sequenzen der EinzelatrSinge der daRNA so ge- 
wahlt werden, dass an beiden Enden der dsRNA jeweils das 
letzte komplement&re Nukleotidpaar G-C ist oder mindestena 
zwei der letaten vier kon^Jleraentaren Mukleotidpaare Q-C-Paare 
sind, wobei die dsRNA am erst en Ende einen aus 1 bis 4 unge- 
paarten Nukleotiden gebildeten einzelstr^ngigen tSberhang auf- 
waist, wobei das sich direkt an das letzte komplementare Nu- 
kleotidpaar anschliefiende ungepaarte Nukleotid dea einzel- 
str&agigen tibergangs eine Purin-Base enthalt. 
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